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RESUMO 
O gênero Eucalyptus pertence à família Myrtaceae e é composto em sua maioria por 
arbóreas florestais. Entre as principais espécies deste gênero, E. grandis, E. urophylla, E. 
dunnii, E. saligna, E. globulus e híbridos destes apresentam destaque na produção de papel e 
pastas de celulose. Entretanto, as baixas temperaturas registradas no inverno da região sul do 
Brasil e a ausência de tolerância ao frio e/ou ao congelamento na maioria das espécies de 
Eucalyptus limitam o crescimento e o desenvolvimento de plantas deste gênero. O 
desenvolvimento de linhagens híbridas como E. globulus x E. urophylla, combinando espécies 
de clima temperado e de clima tropical, tem resultado em sucesso no plantio de Eucalyptus em 
regiões subtropicais. Contudo, as baixas temperaturas e as geadas recorrentes continuam a 
causar severos danos nas árvores e perdas na produtividade de madeira. Com o objetivo de 
conferir tolerância às geadas e às baixas temperaturas, foram realizadas buscas por genes 
candidatos e sequências promotoras responsivas às baixas temperaturas. Desta maneira, o 
objetivo proposto é testar a capacidade de genes sintéticos em conferir tolerância ao frio e/ou 
ao congelamento em plantas de Eucalyptus. Paralelamente, por se tratarem de plantas-modelo, 
Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum foram transformadas para avaliar o potencial dos 
genes em relação a tolerância pretendida. Baseados em trabalhos recentes publicados na 
literatura científica, selecionamos sequências promotoras responsivas ao frio e sequências 
codificadoras de proteínas. As sequências promotoras escolhidas foram as dos genes Cor15B e 
pbec1, derivados de A. thaliana e Prunus persiva, respectivamente. As sequências 
codificadoras de proteínas escolhidas foram as dos genes IRIP1 e AnAFP derivados de 
Deschampsia antarctica e Ammopiptanthus nanus, respectivamente. As sequências promotoras 
e codificadoras de proteínas, em conjunto com o terminador do gene da nopalina sintase de 
Agrobacterium tumafaciens, foram agrupadas em dois cassetes gênicos nomeados Ppbec1-
AnAFP-Tnos e PCor15B-IRIP1-Tnos. As sequências nucleotídicas foram enviadas à empresa 
GenScript (EUA) onde foram sintetizadas e ligadas ao vetor plasmidial pUC57. Ambos os 
cassetes gênicos Ppbec1-AnAFP-Tnos e PCor15B-IRIP1-Tnos foram isolados do vetor pUC57 com o 
uso da enzima HindIII e a combinação de HindIII e EcoRI, respectivamente. Posteriormente, 
os cassetes gênicos foram ligados aos vetores binários pCAMBIA1300 e pCAMBIA2300 
(CAMBIA) clivados com as mesmas enzimas utilizadas anteriormente. Células de A. 
tumafaciens EHA105 foram transformadas geneticamente por choque térmico com os 
plasmídeos binários recombinantes e utilizadas para a transformação genética de plantas de A. 
thaliana e N. tabacum. As caracterizações moleculares e os ensaios de tolerância ao frio e ao 
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congelamento em plantas regeneradas serão realizados. Por fim, plantas de E. globulus x E. 
urophylla também serão transformadas, selecionadas, caracterizadas em nível molecular e 
testadas quanto à tolerância ao frio e/ou ao congelamento. 
 
Palavras-chave: Eucalyptus, Tolerância, Frio, Geada, Congelamento, Plantas Transgênicas, 
Estresse Abiótico. 
 
 
ABSTRACT 
The genus Eucalyptus belongs to the Myrtaceae family and its major species are forest 
trees. Among main species, special forestry importance is given to E. grandis, E. urophylla, E. 
dunni, E. saligna, E. globulus, and hybrids of these species, most of them employed in the paper 
and cellulose production. Winter low temperatures in the south region of Brazil and the absence 
of freeze tolerant traits in Eucalyptus combined to fast growing and high productivity limits 
considerably the growth and exploitation of the genus in South Brazil. The development of 
hybrid lineages like E. globulus x E. urophylla, combining a temperate and a tropical species, 
has proven great success in the forestry of subtropical regions. Nevertheless, erratic and 
repetitive frost and cold events damage considerably the trees and determine great losses in 
timber production. In an attempt to improve frost and cold tolerance in Eucalyptus, we have 
searched candidate genes and cold responsive promoters in the literature and adapted them for 
plant transformation.  Our idea is to test the capacity of these synthetic genes to confer cold or 
freezing tolerance in Eucalyptus plants. In parallel, Arabidopsis thaliana and Nicotiana 
tabacum have also been employed to evaluable the potential of the genes to render the required 
tolerance. Based on recent research works available in the scientific literature, we searched for 
potential protein coding sequences reported to confer cold or freezing tolerance and cold 
responsive promoters. The promoter sequences selected were Cor15B and pbec1 from A. 
thaliana and Prunus persica genes, respectively. The protein coding sequences selected were 
AnAFP and IRIP1 from Ammopiptanthus nanus and Deschampsia antarctica, respectively. 
Sequences were ligated, together with the nopaline synthase gene terminator from A. 
tumefaciens, in two different gene cassettes called PCor15B-IRIP1-Tnos and Ppbec1-AnAFP-Tnos. 
The two nucleotide sequences were sent to GenScript (EUA), where genes were synthesized 
and linked into pUC57 plasmidial vector. Both gene cassettes PCor15B-IRIP1-Tnos and Ppbec1-
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AnAFP-Tnos were purified from pUC57 using the restriction enzyme HindIII and with the 
combination of HindIII and EcoRI, respectively. Thereafter, the artificial genes were ligated 
into pCAMBIA1300 and pCAMBIA2300 binary vectors, cleaved with the same enzymes 
utilized previously. Agrobacterium tumefaciens EHA105 cells were genetically transformed by 
heat-shock with the recombinant binary plasmids and then utilized to A. thaliana and N. 
tabacum transformations. Transgenic plants will be molecularly characterized and, assays will 
be accomplished to test the cold or freezing tolerance possibly rended to A. thaliana and N. 
tabacum transgenic plants. Further, E. globulus x E. urophylla plants will be transformed, 
selected, molecularly characterized and tested to cold or freezing tolerance. 
 
Keywords: Eucalyptus, Tolerance, Cold, Frost, Freezing, Transgenic Plants, Abiotic Stress. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Eucalyptus 
O gênero Eucalyptus pertence à família das mirtáceas e é composto em sua maioria por 
arbóreas florestais. Atualmente, foram descritas mais de 700 espécies neste gênero e mais de 
2.000 híbridos, sendo a Austrália e as ilhas adjacentes à sua localização as regiões de ocorrência 
natural. Devido à alta capacidade de adaptação em regiões tropicais e subtropicais e excelentes 
características silviculturais, as espécies pertencentes ao gênero Eucalyptus estão disseminadas 
por diversas regiões do mundo incluindo, segundo dados de 2008 informados pelo GIT Forest 
Consulting, a África do Sul, o Brasil, o Chile, a China, a Espanha, a Índia, o Peru, o Portugal, 
a Tailândia, o Uruguai e o Vietnã (GIT Forest Consulting, 2008 – dados disponíveis em 
http://git-forestry.com/download_git_eucalyptus_map_PT.htm). A Figura 1 demonstra o 
plantio de Eucalyptus no território do Mato Grosso do Sul, Brasil. Entre as características 
silviculturais mais relevantes, o alto teor de celulose (43,8–54,4 %) e o relativo baixo teor de 
lignina (24,5–28,6 %) despertam o interesse do mundo inteiro para o plantio de Eucalyptus e 
exploração de sua madeira (MEGATON et al., 2006). 
 
 
Figura 1. Plantio de Eucalyptus no território do Mato Grosso do Sul, Brasil. Fonte: 
http://www.painelflorestal.com.br/noticias/voce-e-a-floresta/mato-grosso-do-sul-quadruplica-area-
plantada-com-eucalipto. 
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1.1.2. Eucalyptus no Brasil 
O Brasil, além de possuir uma grande área de plantações com espécies de Eucalyptus, é 
detentor de um elevado nível técnico e científico no ramo da eucaliptocultura. Entre as 
principais áreas derivadas da cultura de Eucalyptus, destacam-se a fisiologia e o melhoramento 
vegetal, além da genética florestal, tornando possível o desenvolvimento de linhagens híbridas 
de espécies de Eucalyptus para diversos fins acadêmicos e industriais (ALZATE, 2004). Em 
2012, segundo a Associação Brasileira de Celulose e Papel (BRACELPA) e como ilustrado 
pela Figura 2, o Brasil encontrava-se na posição de quarto maior produtor de pastas de celulose 
e nono maior produtor de papel do mundo, produzindo aproximadamente 14 mil e 10 mil 
toneladas de celulose e papel, respectivamente (BRACELPA, 2012 - dados disponíveis em 
http://bracelpa.org.br/bra2/sites/default/files/estatisticas/booklet.pdf). Dentre os destinos das 
exportações brasileiras de celulose e papel, de acordo com os dados publicados pela 
BRACELPA referentes às receitas de exportações obtidas em 2014, encontram-se a Europa, 
importadora de 43% de celulose e 16% de papel, América do Norte, importadora de 16% de 
celulose e 14% de papel, China, importadora de 32% de celulose e América Latina, importadora 
de 53% de papel (Figura 3) (BRACELPA, 2014 – dados disponíveis em 
http://bracelpa.org.br/bra2/sites/default/files/estatisticas/RM39BalancaComercial58-
Fevereiro2014.pdf). 
 
 
Figura 2. Ordenamento dos países detentores dos maiores índices de produção de celulose e papel 
em 2012. Fonte BRACELPA (2012) - dados disponíveis em 
http://bracelpa.org.br/bra2/sites/default/files/estatisticas/booklet.pdf. 
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Figura 3. Composição (%) das receitas das exportações brasileiras de celulose e papel por região 
em 2014. Fonte: BRACELPA (2014) – dados disponíveis em 
http://bracelpa.org.br/bra2/sites/default/files/estatisticas/RM39BalancaComercial58-
Fevereiro2014.pdf. 
 
 
O território brasileiro, de acordo com dados de 2012 da Associação Brasileira de 
Produtores de Florestas Plantadas (ABRAF) e indicados na Figura 4, possui 5.102.030 hectares 
(ha) de plantios de Eucalyptus e os estados de Minas Gerais (28 %), São Paulo (20,4 %), Bahia 
(11,9 %), Mato Grosso do Sul (11,5 %), Rio Grande do Sul (5,6 %), Espírito Santo (4 %), 
Paraná (3,9 %) e Santa Catarina (2 %) detêm as maiores áreas (ABRAF, 2012 – dados 
disponíveis em http://www.bibliotecaflorestal.ufv.br/handle/123456789/3910). Entre as 
espécies cultivadas, segundo o Centro de Inteligência de Florestas (CI Florestas), destacam-se, 
pela abundância e pela importância na economia brasileira, E. grandis, E. urophylla, E. dunni, 
E. saligna, E. viminallis, E. citriodora, E. camaldulensis, E. globulus e híbridos destes (CI 
Florestas – dados disponíveis em http://www.ciflorestas.com.br/texto.php?p=eucalipto). 
Entretanto, apesar da liderança tecnológica do setor brasileiro de árvores plantadas, observou-
se nos últimos 14 anos um significativo aumento dos custos de produção de madeira no país 
(CAPO, 2015). Além disto, a diminuição nas taxas de crescimento de produção de papel e 
celulose (Figura 5) e as ameaças trazidas pelas mudanças climáticas criaram a necessidade de 
buscar novas espécies, variedades, linhagens e híbridos de Eucalyptus. 
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Figura 4. Mapa do Brasil com áreas de cultivo e plantio de Eucalyptus nos principais estados 
brasileiros. Estes dados são referentes ao ano de 2012. Fonte: ABRAF, 2012 – Dados disponíveis em 
http://www.bibliotecaflorestal.ufv.br/handle/123456789/3910. 
 
 
 
Figura 5. Evolução da produção brasileira de celulose e papel nos últimos anos. É possível observar 
uma diminuição nas taxas de crescimento da produção de papel e celulose nos últimos anos. Fonte: 
http://bracelpa.org.br/bra2/sites/default/files/estatisticas/RM39BalancaComercial58-
Fevereiro2014.pdf. 
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1.2. Efeitos e Respostas de Plantas Expostas às Baixas Temperaturas e Geadas 
O processo de escolha de espécies de Eucalyptus potencialmente aptas para o plantio no 
Brasil tem baseado-se principalmente em critérios climáticos. Contudo, o desenvolvimento da 
eucaliptocultura em regiões do sul do Brasil, onde no inverno são registradas baixas 
temperaturas, vem encontrando severas dificuldades diante da ausência de tolerância ao frio e 
às geadas combinada com crescimento rápido por parte das espécies comumente utilizadas em 
escala comercial (FLORIANI, 2008). As geadas e as baixas temperaturas podem causar desde 
queima (necrose) dos ramos laterais até a perda total da copa das árvores (Figura 6). Além dos 
danos diretos como morte ou perda das copas, os danos indiretos podem causar severos efeitos. 
Plantas afetadas por geadas e baixas temperaturas podem tornar-se mais sucessíveis à infecção 
por patógenos e ter o seu potencial de crescimento restringido, inviabilizando a formação de 
povoamentos comerciais (HIGA et al., 1997; SANTOS et al., 2001). Entre outros efeitos, as 
temperaturas abaixo de 0 oC propiciam a formação de cristais de gelo e, quando não há 
impedimento desta formação, ocasionam diversos danos à célula vegetal. 
 
 
  
A 
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Figura 6. Sintomas de baixas temperaturas e geadas em plantas de Euycalyptus. Imagem (A):  
Queima das brotações de E. grandis. Imagem (B): Árvore de E. grandis com sintomas de queima 
na copa.  Fonte: (SANTOS et al., 2001). 
 
 
Os cristais de gelo podem ocasionar a ruptura das membranas celulares e desidratação das 
células vegetais devido ao aumento da osmolaridade no meio extracelular, além de impedir o 
fluxo de moléculas e metabólitos entre o citosol e o meio extracelular (CAPICCIOTTI et al., 
2013). Como demonstrado na Figura 7, as plantas desenvolveram uma série de mecanismos 
que permitem a sobrevivência em condições de exposição às baixas temperaturas. A 
acumulação de osmólitos, a detoxificação de espécies reativas de oxigênio através da expressão 
de genes que codificam enzimas antioxidantes, a alteração de composição dos lipídeos que 
constituem as membranas celulares, as alterações nos padrões de modificações pós-
transcricionais e pós-traducionais, a expressão de genes que codificam proteínas regulatórias 
como fatores de transcrição com funções envolvidas na tolerância às baixas temperaturas e, por 
fim, a síntese de proteínas e glicoproteínas anticongelantes (AFPs e AFGPs, do inglês, 
antifreeze proteins e antifreeze glycoproteins, respectivamente), são exemplos de mecanismos 
B 
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já descritos na literatura científica que permitem às plantas tolerar estresses de baixas 
temperaturas (GIL et al., 2013; MEGHA et al., 2013). 
 
 
Figura 7. Efeitos e respostas mediadas em plantas em condições de frio e geadas. Fonte: Adaptado 
de (MEGHA et al., 2013). 
 
 
1.3. Proteínas e Glicoproteínas Anticongelantes 
As AFPs/AFGPs são proteínas inicialmente encontradas e caracterizadas em peixes 
teleósteos do continente da Antártida. Desde suas descobertas em peixes, diversos tipos de 
AFPs/AFGPs foram também identificados em espécies de bactérias, fungos, insetos e plantas. 
Entretanto, a distribuição destas proteínas é limitada às espécies expostas aos ambientes com 
baixas temperaturas (EWART et al., 1998). As AFPs/AFGPs possuem afinidade por cristais de 
gelo devido à complementaridade estrutural encontrada entre os domínios proteicos e as 
superfícies das estruturas cristalinas. A ligação das proteínas a estas superfícies proporciona 
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efeitos protetivos em relação aos danos que o congelamento causa às células e, como 
consequência, apresenta dois efeitos práticos: a histerese térmica (TH, do inglês, thermal 
hysteresis) e a inibição da recristalização (RI, do inglês, recrystallization inhibition). Ambos os 
efeitos são extremamente importantes para a sobrevivência e a manutenção das atividades 
metabólicas de organismos que possuem a capacidade de sobreviver em condições extremas de 
baixas temperaturas (JOHN et al., 2009). 
 
1.3.1. Histerese térmica 
Os cristais de gelo contêm dois planos distintos em suas estruturas chamados de plano basal 
e plano prisma. O crescimento e a expansão dos cristais de gelo devem-se à associação de novas 
moléculas de água nestes planos e podem acontecer em direção aos eixos denominados de A 
(sentido horizontal) e C (sentido vertical). Na ausência de AFPs/AFGPs, o crescimento e a 
expansão dos cristais ocorrem mais rapidamente no plano prisma (em direção ao eixo-A), 
formando uma estrutura cristalina mais larga e em forma de disco (GUPTA et al., 2014). 
A adsorção de AFPs/AFGPs ocorre em planos específicos das superfícies de cristais de gelo. 
Preferencialmente ocorre no plano prima e, assim, impede a associação das demais moléculas 
de água neste plano e, logo, o crescimento e a expansão dos cristais ao longo do eixo-A é 
interrompido (Figura 8). Como consequência imediata desta ligação, ocorre uma diminuição na 
temperatura de solidificação de soluções que contêm AFPs/AFGPs e, decorrente disto, há 
também uma diminuição na temperatura de crescimento e na expansão dos cristais por meio de 
um mecanismo não coligativo, isto é, um efeito que não depende do abaixamento do ponto de 
congelamento da água pela presença de solutos. Apesar disto, como pode ser visualizado na 
Figura 9, os cristais de gelo podem continuar crescendo e se expandindo caso a solução alcance 
um valor abaixo da nova temperatura de solidificação, embora aconteça apenas ao longo do 
eixo-C, alterando as características morfológicas dos cristais de circular e achatado para 
hexágono-bipiramidal (CAPICCIOTTI et al., 2013). 
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Figura 8. Representação do crescimento e da expansão das estruturas cristalinas de gelo com as 
AFPs/AFGPs adsorvidas nos planos denominados primas. As AFPs/AFGPs impedem o crescimento 
e expansão dos cristais de gelo ao longo do eixo-A. Fonte adaptado de (CAPICCIOTTI et al., 2013). 
 
 
 
Figura 9. Efeito na morfologia de cristais de gelo quando incubados (B-F) e não incubados (A) 
com AFPs em diferentes semanas. Quando incubados com AFPs, é possível observar a transição nas 
estruturas morfológicas dos cristais de gelo de circular e achatado para hexágono-bipiramidal. (Fonte: 
Adaptado de MOFFATT et al., 2006) 
 
 
Entretanto, nestas situações, o ponto de fusão (passagem do estado sólido para o líquido) 
permanece inalterado. Este fenômeno é conhecido como TH e as suas taxas são medidas como 
a diferença entre as temperaturas de fusão e solidificação (Figura 10; ATICI et al., 2003; 
CAPICCIOTTI et al., 2013; MOFFATT et al., 2006).   
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Figura 10. Gráfico representativo do processo de histerese térmica. Em amostras contendo somente 
água, o ponto de fusão (Tm, do inglês, melting temperature) e solidificação (Tf, do inglês, freezing 
temperature), é o mesmo, ou seja, 0 oC (Linha preta). Em soluções contendo água e cloreto de sódio 
(NaCl), ocorre uma diminuição nas Tm e Tf, entretanto, ambas temperaturas alteradas permanecem 
idênticas uma a outra (Linha azul). Em soluções contendo AFPs/AFGPs, ocorre uma diminuição na Tf, 
entretanto, o Tm permanece inalterado (Linha vermelha). Sendo assim, como demonstrado na Figura, 
ocorre um espaçamento no gráfico entre os pontos devido a diferença entre a Tm e Tf. De acordo com 
a Figura, também é possível identificar as transições de morfologias dos cristais de gelo: em 
temperaturas de 0oC na amostra contendo apenas água, a morfologia apresentada é circular e achatada; 
em temperaturas iguais a Tf em soluções contendo AFPs, a morfologia apresentada é hexágono-
bipiramidal; em temperaturas abaixo da Tf em soluções contendo AFPs, a morfologia apresentada é 
hexágono-bipiramidal alongada. (Fonte: Adaptado de CAPICCIOTTI et al., 2013).  
 
 
1.3.2. Inibição da recristalização 
As AFPs/AFGPs apresentam um segundo tipo de atividade, além de impedir o crescimento 
e a expansão dos cristais de gelo.  As ligações de AFPs/AFGPs impedem a associação entre 
pequenos cristais de gelo, evitando a formação de grandes cristais nos ambientes celulares e 
extracelulares (CAPICCIOTTI et al., 2013). Este fenômeno é conhecido como RI (Figura 11) 
e a manutenção de pequenos cristais em condições de congelamento é a principal atividade 
responsável pela qual as AFPs/AFGPs de plantas promovem a tolerância em ambientes com 
baixas temperaturas (ATICI et al., 2003; YAO et al., 2005; ROUDSARI et al., 2012; GUPTA 
et al., 2014; USTUN et al., 2015) 
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Figura 11: Demonstração do processo de RI. Em soluções contendo AFPs/AFGPs, é possível 
observar a ausência de grandes cristais de gelo. A: Solução sem AFPs/AFGPs. B: Solução com 
AFPs/AFGPs. (Fonte: Adaptado de CAPICCIOTTI et al., 2013). 
 
 
1.3.3. Estrutura de AFPs/AFGPs 
Diversos tipos de estruturas já foram identificados em AFPs/AFGPs (Tabela 1). Em peixes, 
estas proteínas variam em massa molecular (3 a 33 kDa) e estruturas secundárias, podendo 
adquirir conformações com predominância de α-hélices, folhas-β e estruturas desordenadas 
(random coils). As AFPs/AFGPs de peixes são classificadas em cinco tipos, nomeados de: 
AFGPs; AFP-I; AFP-II; AFP-III; AFP-IV (MIDDLETON et al., 2012; CAPICCIOTTI et al., 
2013). As AFGPs contêm de 4 a 50 sequências repetidas em tandem dos resíduos de 
aminoácidos alanina-alanina-treonina com um dissacarídeo ligado em cada extremidade 
hidroxila dos resíduos de treonina. As AFPs-I são caracterizadas por conter regiões ricas em 
resíduos de alanina e predominância de estruturas secundárias do tipo α-hélices. As AFPs-II 
são proteínas ricas em pontes de dissulfeto e contém regiões mistas entre as estruturas 
secundárias de α-hélices e folhas-β. Além disto, as AFPs desta classe são estruturalmente 
globulares. As AFPs-III são ricas em curtas estruturas de folhas-β, e as AFP-IV são proteínas 
com feixes helicoidais e ricas em resíduos de alanina (GRAETHER et al., 2000; 
KANDASWAMY et al., 2011). 
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Tabela 1. Representação das características dos cincos tipos de AFPs/AFGPs encontradas em 
peixes. (Fonte: Adaptado de CAPICCIOTTI et al., 2013). 
  
 
 
1.3.4. AFPs/AFGPs em plantas 
Em plantas, as AFPs/AFGPs foram identificadas em Ammopiptanthus nanus, 
Ammopiptanthus mongolicus, Brasica oleracea, Daucus carota, Deschampsia antarctica, 
Lolium perene, Secale cereale, Solanum dulcamara, entre outras espécies (DUMAN, 1994; 
HON et al., 1994; CHUN et al., 1998; WORRALL et al., 1998; FEI et al., 2000; ATICI et al., 
2003; PUDNEY et al., 2003; JOHN et al., 2009; YU et al., 2009). De acordo com DENG et 
al. (2014), as inibições do crescimento e a recristalização dos cristais de gelo preferencialmente 
ocorrem no espaço extracelular. Além disto, diversas AFPs/AFGPs foram localizadas na região 
do apoplasto das células vegetais (GRIFFITH et al., 1992; MARENTEZ et al., 1993; HON et 
al., 1994; ANTIKAINEN et al., 1997; ATICI et al., 2003). Devido à alta concentração de 
solutos no interior das células, a temperatura de congelamento da região do apoplasto é maior 
do que a temperatura de congelamento nos fluídos do citosol. Sendo assim, as formações dos 
cristais de gelo iniciam-se no apoplasto e, portanto, as AFPs/AFGPs teriam a função de impedir 
a formação de gelo extracelularmente. Contudo, em alguns tipos de AFPs/AFGPs, não foram 
identificadas sequências de aminoácidos referentes a peptídeos-sinais de exportação ao 
apoplasto, sugerindo que estas proteínas podem também desempenhar suas atividades de 
anticongelamento no citosol (DENG et al., 2014). 
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Em plantas, pouco se conhece a respeito das estruturas de AFPs/AFGPs. Segundo 
KANDASWAMY et al. (2010), nenhuma AFPs/AFGPs de plantas havia sido cristalizada até o 
ano de 2010. Entretanto, de acordo com a sequência de aminoácidos e com o uso de ferramentas 
de bioinformática, predições de estruturas secundárias já foram realizadas. De acordo com 
MUTHUKUMARAN et al. (2011), 27 AFPs/AFGPs de plantas foram analisadas quanto às suas 
estruturas secundárias. Destas, em 15 foram identificadas estruturas em folhas-β, em 7 foram 
identificadas estruturas em α-hélices e em 5 foram identificadas ambas as estruturas. Segundo 
GUPTA et al. (2014), as AFPs/AFGPs de plantas são ricas em estruturas secundárias do tipo 
folhas-β, mas, apesar disto, estas proteínas, a princípio, não compartilham homologia entre si e 
podem ter evoluído independentemente ao longo da evolução das plantas superiores.  
O conhecimento das classes e funções de proteínas AFPs/AFGPs bem como de outras classes 
de proteínas capazes de conferir a tolerância ao estresse por frio abre um horizonte promissor 
para a geração de plantas tolerantes a este tipo de estresse. A alteração do padrão de expressão 
dos genes codificadores ou a introdução destes genes em plantas que não os possuem por 
engenharia genética é uma das possibilidades de obtenção de plantas mais tolerantes.  
 
1.4. Engenharia Genética e Biotecnologia Vegetal 
A engenharia genética é o conjunto de técnicas que permite a manipulação de DNA de 
determinado organismo de maneira artificial como, por exemplo, pelo isolamento e 
transferência de genes específicos. Por meio destas técnicas, em conjunto com os avanços na 
área de biotecnologia, tornou-se possível a produção de organismos geneticamente modificados 
com traços de interesse. Neste contexto, plantas transgênicas tornaram-se uma alternativa para 
se obter linhagens com características específicas como resistência a insetos e doenças, 
melhoria na capacidade fotossintética (e, consequentemente, no crescimento das plantas), 
melhor forma ou arquitetura das plantas, maior densidade ou maior quantidade de fibras, 
tolerância a herbicidas e a estresses abióticos como calor, acidez do solo e frio (CAPO, 2015). 
Alguns exemplos a destacar incluem as plantas transgênicas expressando genes cry de Bacillus 
thuringiensis e que tornaram estas resistentes a insetos lepidópteros (QI et al., 2009; KUMAR 
et al., 2010); a expressão do gene BADH1 em tomateiros foi capaz de conferir tolerância à 
salinidade (JIA et al., 2002); em trigo, a expressão do gene PSC5 foi capaz de tornar as plantas 
tolerantes à seca (VENDRUSCOLO et al., 2007). Entretanto, poucos são os exemplos em que 
foram obtidas, de fato, plantas transgênicas tolerantes às baixas temperaturas e geadas. Além 
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disto, ainda não há qualquer utilização comercial de plantas transgênicas com estas 
características de interesse. A descoberta de AFP/AFGP e o recém entendimento dos 
mecanismos de atuação destas proteínas tornam-nas como alternativas promissoras para 
obtenção de plantas transgênicas tolerantes ao frio, geadas e, até mesmo, ao congelamento. 
 
 
2. JUSTIFICATIVA 
 
Atualmente, há um número bastante reduzido de protocolos de transformação genética e 
de regeneração de plantas transgênicas de Eucalyptus disponíveis na literatura científica. Além 
disto, também é escasso o número de genes que potencialmente podem conferir tolerância em 
plantas às condições de baixas temperaturas e geadas. Deste modo, devido à ausência da 
tolerância referida e os danos que estes estresses causam em plantas do gênero Eucalyptus, há 
uma enorme necessidade do desenvolvimento de linhagens de Eucalyptus com potenciais genes 
que possam conferir tolerância ao frio e/ou ao congelamento. Linhagens de E. urophylla x E. 
globulus têm demonstrado resultados promissores em relação à transformação genética 
mediada por agrobactérias e ao processo de regeneração in vitro. Além destas, plantas de 
Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum estão sendo utilizadas para avaliar o potencial dos 
genes em conferir a tolerância pretendida. A transgenia é uma nova ferramenta que tem se 
associado ao melhoramento genético clássico e que potencialmente poderá auxiliar na obtenção 
de variedades de Eucalyptus tolerantes ao frio e/ou ao congelamento. 
 
 
3. OBJETIVOS 
 
O objetivo principal que norteia o presente estudo é a obtenção de plantas transgênicas de 
linhagens de E. globulus x E. urophylla expressando genes potencialmente capazes de conferir 
a tolerância ao frio e/ou ao congelamento. 
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3.1. Objetivos Específicos 
3.1.1. Revisar a literatura científica e selecionar sequências gênicas codificadoras de potenciais 
proteínas capazes de conferir a tolerância ao frio e/ou ao congelamento em plantas, bem como 
de sequências promotoras responsivas às baixas temperaturas. 
3.1.2. Projetar cassetes gênicos constituídos de regiões promotora-codificadora-terminadora e 
encaminhar a síntese das sequências nucleotídicas. 
3.1.3. Adaptar as sequências nucleotídicas a plasmídeos binários e transformar A. tumefaciens 
com os mesmos. 
3.1.4. Transformar plantas de A. thaliana, N. tabacum e E. globulus x E. urophylla com A. 
tumefaciens contendo os plasmídeos binários construídos. 
3.1.5. Realizar análises moleculares para avaliar o estado transgênico das plantas de A. 
thaliana, N. tabacum e E. globulus x E. urophylla e o número de cópias integradas via PCR e 
AFLP.  
3.1.6. Analisar a expressão dos cassetes gênicos por RT-qPCR nas plantas transgênicas de A. 
thaliana N. tabacum e E. globulus x E. urophylla. 
3.1.7. Detectar os peptídeos recombinantes referentes às sequências codificadoras de proteínas 
anticongelantes por Western blot em plantas transgênicas de A. thaliana, N. tabacum e E. 
globulus x E. urophylla. 
3.1.8. Realizar ensaios visando averiguar a tolerância ao frio e/ou congelamento em plantas 
transgênicas de A. thaliana, N. tabacum e E. globulus x E. urophylla. 
 
 
4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Revisão e Busca na Literatura por Potenciais Sequências Nucleotídicas de 
Interesse 
Com base em trabalhos recentes publicados na literatura científica, realizamos buscas nas 
plataformas PubMed e Google Scholar por potenciais sequências promotoras responsivas ao 
frio e/ou ao congelamento e sequências codificadoras de proteínas potencialmente capazes de 
conferir a tolerância ao frio e/ou ao congelamento. As sequências promotoras foram analisadas 
e selecionadas de acordo com trabalhos nos quais os autores demonstraram que as mesmas eram 
capazes de induzir a transcrição de genes repórteres apenas em condições de baixas 
31 
 
temperaturas. As sequências codificadoras de proteínas foram analisadas e selecionadas de 
acordo com trabalhos nos quais foi demonstrado que os genes foram capazes de conferir a 
tolerância ao frio e/ou ao congelamento. 
As sequências promotoras e codificadoras definidas foram agrupadas em dois diferentes 
cassetes gênicos de expressão, juntamente com a sequência terminadora. Para a realização de 
futuras etapas de recombinação entre as sequências promotoras e codificadoras de ambos os 
cassetes gênicos, sítios de reconhecimento e hidrólise pelas enzimas de restrição NcoI e BamHI 
foram inseridos sobre a sequência ATG do sítio de início de tradução e após o códon de término 
da tradução, respectivamente. O restante dos sítios de restrição NcoI e BamHI endógenos 
presentes nos cassetes gênicos foram alterados pela modificação do último nucleotídeo do sítio 
de restrição. As sequências definidas foram enviadas para a empresa GenScript (EUA) onde 
foram sintetizadas e ligados ao vetor plasmidial pUC57.  
 
4.2. Análises in silico 
Os mapas representativos dos vetores plasmidiais foram construídos com o uso da 
ferramenta SnapGene 2.8. As reações de hidrólise in silico foram realizados com a ferramenta 
Serial Cloner 2.6.1. As análises de elementos cis-atuantes de DNA nas regiões promotoras 
foram realizadas pela ferramenta online SOGO (https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-
bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace). A ferramenta online de busca 
de alinhamento local básico (BLAST, do inglês, Basic Local Alignment Search Tool – 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blastn&BL
AST_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq) foi utilizada para os alinhamentos 
aos pares entre os produtos resultantes das reações de sequenciamento de DNA e as sequências 
originais dos cassetes gênicos. 
 
4.3. Vetores Plasmidiais de Clonagem e Expressão 
 
4.3.1. Confirmação dos cassetes gênicos PCOR15B-IRIP1-Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos no vetor 
pUC57 
Os cassetes gênicos PCOR15B-IRIP1-Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos presentes no vetor pUC57 
(GenScript) foram entregues adsorvidos em papel-filtro (4 g). Os ácidos nucleicos foram 
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eluídos com 200 µL de tampão Tris-EDTA (T.E.) em microtubos do tipo Eppendorf e 
//permaneceram overnight (o/n) a 4 oC. Um µL de cada alíquota de plasmídeos contendo os 
cassetes gênicos eluídos foi utilizado para a transformação genética de células 
termocompetentes de E. coli OmniMax 2. Após a transformação, 20 µL e 200 µL das 
suspensões bacterianas foram distribuídos com alça de Drigalski em placas de Petri com meio 
de cultura de Luria-Bertani (L-B) sólido contendo 100 mg/L de ampicilina. As placas 
permaneceram em estufa a 37 °C o/n. 
As colônias resultantes das transformações foram inoculadas com palitos estéreis em tubos 
de ensaio com 1,5 mL de meio LB líquido contendo 100 mg/L de ampicilina. As culturas foram 
mantidas o/n à 37 oC e a 180 rotações por minuto (rpm) em agitador rotacional (New Brunswick 
Scientific). A seguir, as minipreparações de plasmídeos foram realizadas utilizando-se o 
método de lise alcalina descrito por BIMBOIM et al. (1979) com alterações propostas por 
STEPHEN et al. (1990). Os ácidos nucleicos foram ressuspendidos em 20 µL de T.E. e 
posteriormente quantificados em Nanodrop (Thermo Scientific) segundo orientações do 
fabricante. 
Para a constatação de que os plasmídeos preparados continham os cassetes PCOR15B-IRIP1-
Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos, foram realizadas reações de hidrólise com o uso da enzima de 
restrição BamHI (New England Biolabs) seguindo-se instruções do fabricante. As reações 
permaneceram a 37 oC durante 1,5 hora (h). Os produtos totais das reações foram aplicados em 
gel de agarose a 0.8 % e corado com brometo de etídio (EtBr) a 0,01 µg/mL. O gel foi submetido 
à eletroforese em cuba horizontal (Bio-Rad) com tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 70 volts 
(V) e 110 mA durante 1,5 h. Posteriormente, os fragmentos de DNA foram visualizados sob 
luz ultravioleta (UV) e a imagem digital foi obtida pelo emprego do sistema Gel-Doc (Bio-Rad) 
conforme parâmetros padrões recomendados pelo fabricante. 
A confirmação da integridade dos cassetes gênicos foi feita por sequenciamento de DNA 
plasmidial. Primers específicos para os cassetes gênicos PCOR15B-IRIP1-Tnos e Ppbec1-AnAFP-
Tnos foram projetados baseados nas sequências promotoras e codificadoras de proteínas 
descritas por TITARELLI et al. (2009), CHEW et al. (2012), LI et al. (2013), DENG et al. 
(2014) e com o uso da ferramenta online OligoAnalyzer 3.1 
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Na Tabela 2 estão indicados todos os primers 
utilizados no projeto. As sequências projetadas foram sintetizadas pela Integrated DNA 
Technologies (EUA). O sequenciamento das amostras foi realizado pela empresa ACTGene 
Análises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS). 
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Tabela 2. Primers utilizados neste trabalho para o sequenciamento de DNA dos cassetes gênicos. 
 
Nome Sequência (5’– 3’) Tamanho 
(bp) 
Temperatura 
média de 
desnaturação 
(Tm, OC) 
 
PCOR15B-Forward CACCTCCAAGCTTTAAATAATGAGTAATTATAAG 34 50,7  
PPBEC1-Forward CACCATCTCTATTTACTAGAAGTCTTTTTCC 31 50,7  
TNOS-Reverse CCCGATCTAGTAACATAGATGA 22 50,7  
PCOR15B-245/224- Reverse AGTGGATCAATGTTGATTACAA 22 50,0  
PCOR15B-933/954-Forward CATAGAAATGGTTACACGTAAC 22 49,2  
PPBEC1-234/209-Reverse CTTACTTCTTTGTTTTATTCTTGTCA 26 50,2  
PPBEC1-570/588-Forward TTTGAGAAGGGTCATGCTA 19 50,7  
IRIP1-229/213-Reverse GTAGCTGCAACGTAGTG 17 50,3  
IRIP1-446/469-Forward TAATTGGGAGTGACAATATCATAA 24 49,7  
ANAFP-259/241-Reverse CATCACCCTTGTAATCACC 19 50,5  
ANAFP-380/399-
Forward 
ATTACAAGGGTGAAAACACG 20 50,8  
TNOS 30/48-Forward AAGATTGAATCCTGTTGCC 19 50,4  
M13 (-21)-Forward TGTAAAACGACGGCCAGT 18 54,4  
M13-Reverse CAGGAAACAGCTATGACC 18 50,1  
     
 
 
4.3.2. Isolamento dos cassetes gênicos do vetor pUC57  
Na Figura 12 estão representados os mapas de pUC57 contendo as sequências gênicas 
sintetizadas pela empresa GenScript com a indicação dos sítios das enzimas de restrição 
utilizadas para o isolamento dos cassetes gênicos. Os cassetes gênicos PCOR15B-IRIP1-Tnos e 
Ppbec1-AnAFP-Tnos foram isolados do vetor plasmidial pUC57 via reação de hidrólise com o uso 
da enzima de restrição HindIII (Promega) e a combinação entre as enzimas HindIII e EcoRI 
(Promega), respectivamente, utilizando-se as condições ideais recomendadas pelo fabricante. 
As amostras permaneceram incubadas a 37 oC durante 3 h e os volumes totais das reações foram 
aplicados em gel de agarose a 0.8 % e corado com EtBr a 0,01 µg/mL. O gel foi submetido à 
eletroforese conforme descrito no item 4.3.1. 
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Figura 12. Mapa dos vetores pUC57-Ppbec1-AnAFP-Tnos (A) e pUC57-PCOR15B-IRIP1-Tnos (B).  Nas 
imagens, é possível identificar os elementos dos plasmídeos esquematizados: a origem de replicação 
(ori); o promotor e o gene de resistência à ampicilina em bactérias (AmpR promoter,  e AmpR, 
respectivamente); os sítios de anelamento para os primers M13 Forward e M13 Reverse (M13 fwd e 
M13 rev, respectivamente) flanqueando o sítio múltiplo de clonagem (MCS, do inglês, multiple site 
A) 
B) 
35 
 
cloning); o operador lac (lac operator); o promotor lac (lac promoter); o sítio de ligação à proteína CAP 
(CAP binding site). Na Imagem A, as setas em cor preta referem-se aos sítios de restrição das enzimas 
HindIII (na região 5’ do cassete gênico) e EcoRI (no MCS) utilizados para isolar o cassete gênico Ppbec1-
AnAFP-Tnos. Na Imagem B, as setas em cor preta referem-se aos sítios de restrição da enzima HindIII 
(na região 5’ do cassete gênico e no MCS) utilizados para isolar o cassete gênico PCOR15B-IRIP1-Tnos. Os 
vetores pUC57-Ppbec1-AnAFP-Tnos e pUC57- PCOR15B-IRIP1-Tnos contêm 4370 e 4811 pares de bases (bp, 
do inglês, base pairs). 
 
 
Os fragmentos referentes aos cassetes PCOR15B-IRIP1-Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos foram 
purificados do gel de agarose com o uso do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 
(Promega) seguindo as instruções do fabricante. Um µL da solução de cada fragmento 
purificado foi aplicado em gel de agarose a 0.8 % e corado com EtBr a 0,01 µg/mL. O gel foi 
submetido à eletroforese por 1,5 h a 65 mA conforme citado em 4.3.1. Os fragmentos 
purificados foram quantificados em Nanodrop. 
 
4.3.3. Inserção dos cassetes gênicos de expressão nos vetores pCAMBIA1300 e 
pCAMBIA2300 
Para o recebimento dos cassetes gênicos, os vetores binários de expressão pCAMBIA1300 
(1 µg/µL) e pCAMBIA2300 (2 µg/µL; CAMBIA) foram também hidrolisados com a enzima 
de restrição HindIII e a combinação entre as enzimas HindIII e EcoRI. Posteriormente, as 
extremidades hidrolisadas dos vetores pCAMBIA foram desfosforilados utilizando-se a enzima 
fosfatase alcalina de intestinos de bezerros (CIAP, do inglês, Calf Intestine Alkaline 
Phosphatase; Promega) seguindo as instruções do fabricante. Um µL de cada produto das 
reações de desfosforilação foi aplicado em gel de agarose a 0.8 % e corado com EtBr a 0,01 
µg/mL. O gel foi submetido à eletroforese por 1,5 h a 110 mA conforme citado em 4.3.1. Por 
fim, os vetores desfosforilados foram quantificados em Nanodrop. 
Posteriormente, os cassetes gênicos PCOR15B-IRIP1-Tnos (50 ng/L) e Ppbec1-AnAFP-Tnos (50 
ng/L) foram ligados aos vetores binários pCAMBIA1300 (50 ng/L) e pCAMBIA2300 (100 
ng/L) previamente hidrolisados e com as extremidades desfosforiladas, utilizando-se a enzima 
T4 DNA Ligase (Promega) e seguindo as instruções informadas pelo fabricante. Na Figura 13 
estão demonstrados os mapas dos vetores da série pCAMBIA. Células de E. coli OmniMax 2 
foram transformadas geneticamente, conforme descrito no item 4.3.1, com 10 µL dos produtos 
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resultantes das reações de ligação. A seguir, 100 µL e 200 µL das suspensões de células foram 
distribuídas em meio L-B sólido contendo 50 mg/L de canamicina. As colônias obtidas foram 
inoculadas em 1,5 mL de meio L-B líquido contendo 50 mg/L de canamicina e as culturas foram 
mantidas o/n a 37 oC e a 180 rpm em agitador rotacional. Posteriormente, como descrito no 
item 4.3.1, foram realizadas minipreparações plasmidiais.  
Para averiguar se as reações de ligação haviam sido realizadas com sucesso, as amostras de 
DNA plasmidial dos vetores da série pCAMBIA contendo os cassetes gênicos PCOR15B-IRIP1-
Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos foram submetidas a reações de hidrólise utilizando-se a enzima de 
restrição HindIII e a combinação entre as enzimas HindIII e EcoRI. 
 
 
 
 
A) 
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Figura 13. Mapa dos plasmídeos binários pCAMBIA1300, pCAMBIA2300 e pCAMBIA2301. Nas 
imagens, é possível identificar os elementos dos plasmídeos esquematizados: a ori; o gene de seleção 
C) 
B) 
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de resistência frente a canamicina em bactérias (KanR); o lac operator; o lac promoter; o gene que 
codifica a proteína β-galactosidade (lacZa); a origem de replicação referente ao organismo mutante 
Pseudomonas aeruginosa resistente à vanádio (pVS1 RepA); a região de estabilidade do genoma do 
organismo mutante  P. aeruginosa resistente à vanádio (pVS1 StaA); a região responsável pela 
mobilização do plasmídeo entre as células (BOM, do inglês, basis of mobility); as bordas direita (RB, 
do inglês, right border) e esquerda (LB, do inglês, left border) flanqueando o T-DNA também estão 
representadas. O T-DNA dos plasmídeos é composto por: o gene de seleção de resistência à higromicina 
em plantas (HygR;) ou o gene de seleção de resistência à neomicina e derivados como a canamicina em 
plantas (NeoR/KanR) sob regulação do promotor 35S do vírus do mosaico da couve-flor (CaMV); o 
MCS; o sinal de poliadenilação do vírus mosaico da couve flor - CaMV poly(A) signal. Além destes 
elementos, o vetor pCAMBIA2301 (Imagem C) contém no T-DNA: o gene repórter codificador da 
proteína β-glucuronidase (GUSA); o íntron-1 do gene codificador da proteína catalase de Ricinus 
communis (cat1 intron); o tag contendo 6 resíduos do aminoácido histidina (6xHis). As setas em preto 
(Imagens A e B) referem-se aos sítios de restrição das enzimas EcoRI e HindIII utilizadas nas etapas de 
clonagem molecular. 
 
 
A seguir, para a confirmação da integridade dos cassetes gênicos ligados aos vetores 
pCAMBIA, as amostras de DNA plasmidiais foram sequenciadas utilizando os primers M13 
forward e M13 reverse específicos para os vetores da série pCAMBIA (Tabela 2). O 
sequenciamento das amostras foi realizado pela empresa ACTGene conforme citado no item 
4.3.1. 
 
4.4. Transformação genética de Agrobacterium tumefaciens EHA105 
Linhagens desarmadas de A. tumefaciens EHA105 foram transformadas geneticamente via 
choque térmico com os plasmídeos pCAMBIA1300 e pCAMBIA2300 contendo os cassetes 
gênicos de interesse. Paralelamente, as células de A. tumefaciens EHA105 também foram 
transformadas com o plasmídeo binário pCAMBIA2301 (Figura 13). As transformações 
genéticas foram realizadas seguindo o protocolo e as orientações publicadas por BRASILEIRO 
et al. (1998). As suspensões de células transformadas foram distribuídas em meio L-B sólido 
contendo 50 mg/L de rifampicina e 100 mg/L de canamicina com alça de Drigalski e 
permaneceram a 28 oC durante 48 h. As placas foram armazenadas a 4 oC até as etapas de 
transformação genética de plantas. 
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4.5. Cultivo e Transformação de plantas de Arabidopsis thaliana 
Sementes de A. thaliana do ecotipo Columbia (col-0) foram depositadas em microtubos de 
1,5 mL. Para o processo de estratificação das sementes, foi adicionado 1 mL de solução de 
agarose a 0,1 % autoclavada e os microtubos protegidos da luz embrulhando-os em papel 
alumínio e mantidos por 4 dias a 4 oC.  
Posteriormente, 10 µL da suspensão de sementes foram depositados no centro e em cada 
uma das extremidades de copos plásticos de 300 mL contendo terra vegetal Humus (Golden 
Garden). Os copos foram cobertos com filme PVC por 48 h e mantidos em sala de cultivo 
vegetal sob condições de dias longos (16 h com incidência de luz) para germinação das 
sementes. Após a germinação, as mudas mais viáveis de cada copo foram selecionadas e o 
restante foi descartado com auxílio de uma pinça. Os copos com as plantas foram mantidos na 
sala de cultivo vegetal com rega frequente para o crescimento e o desenvolvimento das plantas. 
Cerca de um mês e meio após o plantio, as plantas foram transformadas geneticamente pelo 
método de imersão de inflorescências (floral-dip) em suspensões de A. tumefaciens 
EHA105::pCAMBIA2300-PCOR15B-IRIP1-Tnos e A. tumefaciens EHA105::pCAMBIA2300-
Ppbec1-AnAFP-Tnos. Como controle das etapas de transformação genética, suspensões de A. 
tumefaciens EHA105::pCAMBIA2301 foram também utilizadas nas transformações genéticas 
de A. thaliana. Para cada construção gênica, foram transformadas aproximadamente 45 plantas. 
A realização do procedimento foi realizada conforme descrita em ZHANG et al. (2006). Após 
o procedimento, as plantas foram mantidas com rega frequente e permaneceram assim até a 
maturação das síliquas e produção de sementes. 
Os procedimentos de coleta e assepsia de sementes foram realizados um mês após a 
transformação genética e foram conduzidos conforme descrito em ZHANG et al. (2006). Por 
fim, as sementes foram distribuídas em placas de Petri com meio MS contendo 50 mg/L de 
canamicina e 100 mg/L de cefotaxima. Em seguida, para o processo de estratificação das 
sementes, as placas foram mantidas no escuro a 4 oC durante 72 h e posteriormente transferidas 
para sala de cultivo vegetal sob condições de dias longos. 
 
4.6. Cultivo e Transformação de Nicotiana tabacum White Mammoth 
As sementes de N. tabacum White Mammoth foram descontaminadas pela submersão em 
etanol a 70 % por 2 min seguida de submersão em hipoclorito de sódio (Mazzarolo) a 1,5 % de 
cloro ativo por 20 min. Após, as sementes sofreram 4 lavagens em água destilada estéril para o 
a realização do processo de assepsia superficial.  
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Posteriormente, as sementes foram dispostas na superfície de meio MS em placas de Petri 
contendo metade da quantidade de sais (1/2 MS; Sigma) acrescido de ágar a 1,5 %. A seguir, as 
placas foram mantidas em câmara de cultivo do tipo B.O.D. à 25 OC no escuro por 48 h e, após, 
foram mantidas sob condições de dias longos na mesma B.O.D. 
Após a germinação, as plântulas foram transferidas para meio MS contendo sacarose a 3 % 
e ágar a 0,6 %. A cada 5 semanas, as culturas foram subcultivadas pela transferência de 
segmentos de caule com aproximadamente dois (2) cm de comprimento e com no mínimo duas 
gemas axilares em novo meio MS nas mesmas condições.  
Todo o procedimento de manipulação das sementes e plantas foi realizado em cabine de 
fluxo laminar horizontal (PA 220, Pachane) para máxima assepsia dos tecidos. 
A transformação genética de segmentos foliares de N. tabacum White Mammoth foram 
realizadas de acordo as instruções descritas por BRASILEIRO et al. (1998) com adaptações 
realizadas, conforme mencionado abaixo. 
 
4.6.1. Cocultura 
Com uso de uma alça de platina, uma colônia de cada linhagem de A. tumefaciens EHA105 
contendo alternativamente pCAMBIA2300-PCOR15B-IRIP1-Tnos, pCAMBIA2300-Ppbec1-
AnAFP-Tnos ou pCAMBIA2301 foi inoculada em frasco Erlenmeyer com 10 mL de meio L-B 
líquido acrescido de 50 mg/L de rifampicina, 50 mg/L de canamicina e 100 mM de 
acetoseringona. As culturas foram mantidas a 28 oC sob agitação de 180 rpm durante 48 h. Um 
total de 100 segmentos foliares de tabaco foram preparados para cada construção gênica e 
posteriormente transferidos para placas de Petri contendo 25 mL de meio MS líquido. A seguir, 
750 µL das culturas de A. tumefaciens EHA105 foram adicionados nas placas de Petri contendo 
os segmentos foliares com o meio MS líquido. Da mesma maneira que havia sido realizado 
para a transformação genética de A. thaliana, suspensões de A. tumefaciens 
EHA105::pCAMBIA2301 também foram utilizadas como controle das etapas de transformação 
genética de N. tabacum. As suspensões bacterianas foram homogeneizadas nas placas e 
permaneceram em repouso durante 20 min. Em seguida, com as faces adaxiais voltadas para o 
meio, os segmentos foliares foram transferidos para a superfície de discos de papel-filtro 
dispostos nas placas com meio MS de cocultivo contendo 0,1 mg/L de NAA, 1 mg/L de BAP e 
100 mM de acetoseringona. As placas foram vedadas e incubadas por 72 h em câmara de cultivo 
do tipo B.O.D. a 25 oC. 
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4.6.2. Indução de brotos  
Os segmentos foliares foram transferidos para placas com meio MS de seleção e regeneração 
contendo 0,1 mg/L de NAA, 1 mg/L de BAP, 100 mg/L de cefotaxima, 100 mg/L de 
vancomicina e 100 mg/L de canamicina. Para manter a eficiência dos antibióticos e reguladores 
de crescimento vegetal, os tecidos regenerantes foram transferidos para novos meios de seleção 
e regeneração após um mês de cultivo. 
 
4.6.3. Alongamento e enraizamento 
Os brotos regenerados após 9 semanas de cultura foram removidos com auxílio de pinça e 
bisturi e transferidos para placas de Petri com meio MS de enraizamento contendo 100 mg/L 
de cefotaxima, 100 mg/L de vancomicina e 100 mg/L de canamicina. Nenhum regulador de 
crescimento vegetal foi incluído neste meio. 
 
4.7. Extração de DNA de N. tabacum White Mammoth 
As extrações de DNA de folhas de plantas regeneradas de N. tabacum White Mammoth-
GUSA e N. tabacum White Mammoth-Ppbec1-AnAFP-Tnos foram realizadas utilizando o método 
do brometo de cetiltrimetilamônio ou CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987). Dois µL de cada 
amostra de DNA purificada foram aplicados em gel de agarose a 0,8% e corado com EtBr a 
0,01 µg/mL. O gel foi submetido à eletroforese por 1,5 h à 65 mA conforme citado em 4.3.1 
para confirmação da quantidade e integridade do DNA. 
 
4.8. Confirmação da presença de Ppbec1-AnAFP-Tnos  e T-DNA de pCAMBIA2301 
no genoma de N. tabacum White Mammoth por PCR 
A PCR para confirmação da integração de GUSA e Ppbec1-AnAFP-Tnos no genoma de N. 
tabacum White Mammoth foi realizada utilizando-se termociclador LGC (XP Cycler). O 
programa da reação está representado na Tabela 3. Os componentes e quantidades da PCR 
foram; água ultrapura (36 µL); 5x Green GoTaq Flexi Buffer (5 µL; promega); 50 mM de 
MgCl2 (2 µL); 5 mM de dNTP’s, do inglês, deoxynucleotide triphosphates (2 µL); primer M13 
(-21) Forward (2 µL); primer M13 Reverse (2 µL); GoTaq Start DNA polymerase (0,5 µL; 
promega); DNA molde extraído de folha (0,5 µL).  Foram aplicados 10 µL dos amplicons 
resultantes em gel de agarose a 0,8% e corado com EtBr a 0,01 µg/mL. O gel foi submetido à 
eletroforese por 1,5 h à 65 mA conforme citado em 4.3.1. 
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Tabela 3. Programa do termociclador para PCR de confirmação da presença de GUSA e Ppbec1-
AnAFP-Tnos no genoma de N. tabacum White Mammoth. 
Etapa    Temperatura (°C)  Tempo  Número de ciclos 
Desnaturação inicial  95   2 min   1 
Desnaturação   95   30 s   35 
Anelamento   46   30 s   35 
Extensão   72   4 min   35 
Extensão final   72   15 min   1 
 
 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1. Definição de Cassetes Gênicos com Potencial Capacidade de Conferir a 
Tolerância Vegetal ao Frio e/ou ao Congelamento 
Com vistas à definição de cassetes gênicos com potencial capacidade de conferir a 
tolerância vegetal ao frio e/ou ao congelamento, uma robusta busca bibliográfica foi realizada 
por artigos científicos onde tenha sido descrito a aquisição de maior tolerância de plantas 
transgênicas a estes estresses. Buscas também foram realizadas por sequências promotoras 
capazes de direcionar a expressão de genes repórteres em plantas transgênicas em resposta ao 
frio. Como resultados, foram selecionadas regiões promotoras responsivas ao frio e/ou ao 
congelamento e potenciais sequências codificadoras de proteínas. Nas Tabelas 4 e 5 estão 
indicadas algumas destas sequências, analisadas ao longo da busca bibliográfica. Devido às 
acentuadas induções da transcrição de genes repórteres em condições de baixas temperaturas 
em comparação com os demais promotores analisados, foram escolhidas as sequências 
promotoras Ppbec1 e PCor15B  descritas por TITTARELLI et al. (2009) e LI et al. (2013) e 
derivados de Prunus persica e A. thaliana, respectivamente. O gene Cor15B codifica a proteína 
regulada pelo frio (proteína Cor, do inglês, cold regulated protein) e é expresso em condições 
de baixas temperaturas. As proteínas do tipo Cor podem conferir tolerância a estresses 
abióticos, inclusive ao frio, possivelmente interagindo com lipídeos para promover a 
estabilização de membranas celulares (THALHAMMER et al., 2010; LI et al., 2013). De 
43 
 
acordo com LI et al. (2013), em plantas de tabaco transgênicas, a expressão do gene repórter 
GUSA a 4 oC sob regulação do promotor PCor15B teve um aumento significativo, comparando-
se com plantas expostas a 20 oC, em folhas, caules e raízes. O gene pbec1 codifica uma proteína 
do tipo endoquitinase básica que é acumulada nas plantas em condições de baixas temperaturas. 
A acumulação destas proteínas nos tecidos vegetais pode ser explicada como um mecanismo 
de prevenção ao estresse biótico, devido à vulnerabilidade das plantas a patógenos sob 
condições de temperaturas mais frias (HON et al., 1993; TITTARELLI et al., 2009). Segundo 
TITTARELLI et al. (2009), em plantas de A. thaliana transgênicas, a expressão do gene 
repórter GUSA a 4 oC sob regulação do promotor Ppbec1 teve um significativo aumento em 
comparação com plantas expostas a 24 oC. As sequências codificadoras escolhidas foram as 
dos genes AnAFP e IRIP1 descritas por YU et al. (2009) e JOHN et al. (2009) e derivados de 
Ammopiptanthus nanus e Deschampsia antarctica, respectivamente. De acordo com DENG et 
al. (2014), a expressão heteróloga do gene AnAFP em E.coli foi capaz de aumentar a taxa de 
sobrevivência das bactérias em condições de cultivo a 0 oC. Além disto, ainda de acordo com 
DENG et al. (2014), a expressão constitutiva de AnAFP sob regulação do promotor viral 35S 
em tabaco tornou as plantas transgênicas tolerantes ao frio e sem qualquer dano tecidual 
visualizado em condições de incubação a -3 oC durante 3 h de exposição. Segundo CHEW et 
al. (2012), o gene IRIP1 está envolvido com o processo de aclimatação ao frio nas plantas de 
D. antarctica e também com atividades anticongelantes diretamente relacionadas com a 
obtenção da tolerância ao frio e/ou ao congelamento em plantas. Ambas as sequências gênicas 
AnAFP e IRIP1 codificam proteínas caracterizadas como AFPs e estas possuem envolvimento 
com a tolerância nestas condições de estresse. As sequências gênicas escolhidas foram 
agrupadas em dois cassetes, em conjunto com a sequência terminadora 3’-nos derivada do gene 
da nopalina sintase de A. tumefaciens. Os cassetes gênicos de expressão foram nomeados de 
Ppbec1-AnAFP-Tnos (1,6 kb) e PCOR15B-IRIP1-Tnos (2,1 kb). Conforme descrito na seção Materiais 
e Métodos, as sequências promotoras selecionadas foram combinadas com as sequências 
codificadoras e o terminador 3´nos, construindo-se sequências sintéticas conforme ilustrado na 
Figura 14. Após a inclusão e remoção de sítios estratégicos de restrição para realização de 
diversas clonagens, as sequências foram enviadas à empresa GenScript (EUA) para síntese 
química. As mesmas foram retornadas ligadas ao vetor plasmidial pUC57 (GenScript). 
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Tabela 4. Sequências codificadoras de proteínas analisadas capazes de conferir tolerância ao frio 
e/ou ao congelamento. 
 
Gene Espécie de Origem Acesso 
(GenBank) 
Referência 
COR25 Brassica napus HM187577.1 (CHEN et al., 
2010) 
TaDREB3 Triticum aestivum AY781349.1 (KOVALCHUK et 
al., 2013) 
IRIP1 Deschampsia Antarctica FJ663038.1 (CHEW et al., 
2012) 
PR10 Pinus monticola AY064202.1 (LIU et al., 2013) 
AnAFP Ammopiptanthus nanus GQ200581.1 (DENG et al., 
2014) 
MpAFP14 Microdera punctipennis 
dzungarica 
AY821792.1 (QIU et al., 2009) 
Cn-AFP Chaetoceros neogracile FJ595233.1 (GWAK et al., 
2009) 
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Tabela 5. Sequências promotoras capazes de induzir transcrição em condições de baixas 
temperaturas. 
Gene Espécie de Origem Acesso 
(GenBank) 
Referência 
COR15B A. thaliana NC_003071.7 (LI et al., 2013) 
OsDREB1B Oryza sativa EF556551 (GUTHA et al., 
2008) 
GR-RBP4 A. thaliana NC_003074.8  (KWAK et al., 
2005) 
Ppbec1 
 
Prunus persica var 
persica (L.) 
____________ (TITTARELLI et 
al. 2009) 
TaAIDFa Triticum aestivum 
L. 
____________ (XU et al. 2008) 
Nota: As regiões promotoras que não contém o código de acesso estão descritas nos artigos citados como 
referência. 
 
 
 
Figura 14. Representação das sequências gênicas organizadas em dois cassetes de expressão Ppbec1-
AnAFP-Tnos e PCOR15B-IRIP1-Tnos. Estão indicados na Figura os sítios de reconhecimento e hidrólise 
das enzimas de restrição NcoI e BamHI inseridos sobre a sequência ATG do sítio de início de tradução 
e após o códon de terminação da tradução, respectivamente. Além disto, na imagem também estão 
indicados os sítios de HindIII na extremidade 5’ de ambos os cassetes gênicos. Ao lado da representação, 
estão indicados os tamanhos de cada cassete gênico. 
 
1,6 kb 
2,1 kb 
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5.2. Análises in Silico de Elementos de DNA  Cis-atuantes nas Regiões 
Promotoras Ppbec1 e PCOR15B 
As análises in silico das sequências nucleotídicas dos promotores Ppbec1 e PCOR15B utilizando-
se a ferramenta SOGO revelaram a presença de diversos elementos de DNA cis-atuantes. Como 
indicado na Figura 15, as duas regiões promotoras compartilham os mesmos elementos 
regulatórios em respostas a estresses abióticos. Entre as sequências compartilhadas, destacam-
se: 
- Sítios de reconhecimento das proteínas MYB (MYBRS, do inglês, MYB Recognition 
Sequence) e MYC (MYCRS, do inglês, MYC Recognition Sequence). As proteínas da família 
MYB e MYC são fatores de transcrição e estão relacionadas com respostas aos estresses 
bióticos e abióticos em plantas (ABE et al., 1997).  Estes fatores de transcrição estão envolvidos 
na ativação de genes de repostas às baixas temperaturas e em conferir tolerância ao 
congelamento em plantas (CHINNUSAMY et al., 2003; AGARWAL et al., 2006). 
- Elementos de resposta ao ácido abscísico (ABRE, do inglês, abscisic acid 
response element). As regiões ABRE são sítios de ligação de fatores específicos, nomeados de 
ABF (do inglês, ABRE-binding factor; YOSHIDA et al., 2015). Estes fatores são regulados de 
acordo com os níveis do fitormônio ABA no interior da célula vegetal. Durante o déficit de 
água ou desidratação, o qual pode ser um efeito causado pelo congelamento em plantas, o ABA 
desencadeia cascatas de sinalização celular. Desta maneira, os ABFs tornar-se-iam ativados 
para regular genes de resposta à desidratação vegetal (YIN et al., 2015). 
- Elementos de respostas às baixas temperaturas (LTRE, do inglês, low temperature 
responsive element). As regiões LTRE, também conhecidas como elementos de respostas à 
desidratação (DRE, do inglês dehydration responsive element) são sequências regulatórias 
presentes em promotores de genes responsivos às baixas temperaturas. Estas regiões são sítios 
de ligação para a família de fatores de transcrição chamadas de CBF/DREB (do inglês, C-repeat 
binding factor e dehydration responsive element binding). Estes fatores regulam e ativam os 
genes a montante nas vias de respostas ao frio (AGARWAL et al., 2006) 
Deste modo, por conter diversos elementos cis-atuantes de DNA em resposta a estresses 
abióticos e de acordo com o aumento da expressão gênica de genes repórteres em condições de 
baixas temperaturas conforme mencionado anteriormente e descrito por TITTARELLI et al. 
(2009) e LI et al. (2013), podemos chegar à conclusão de que as sequências promotoras Ppbec1 
e PCOR15B são responsivas às baixas temperaturas. 
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A) 
Promotor Ppbec1 (5’- 3’) 
AGCTTGTGATTTCAAACAGTTCCCGTTACCCCACGTAAACTGATATATCCTCTGATATT 
 
TTCCTTTTCCTGTAGGCAGACATATTTTTACATAGACAAAATAAAAAGTTTCAAATACA 
TAGAGAGTTCTGTGTGAGCGAAAGATAAGAATCTATGACAAGAATAAAACAAAGAAGTA 
AGAAATAGTAAGAAAATTATACTACTGGGGTAACTTTGATCAGTCACATTCACCTTGAT 
TTCTATAGACTTGGTTAAAAGAAGAGATATTCAAAGCACGACTAAGTCTCTAGTTCTAG 
 
GTCTGCACTATTCCTGCCCTTATCCTTCAATTTTGAGATTTCAATCGACTGACGTGTTC 
 
TGAGGCGAGCTATTCAATCCGTACGCAAACTTTTCAGATATTTTCCAGCAGCCTGTCCA 
AATACACCGTCACTAAAAATAACCCTCTTGTGCAATTTCCACAACTAAACAAACTTAGA 
AGAAAAAAGCAAATACAATTAATGGGGTGGGTACTTTGCCAATTTGAGAAGGGTCATGC 
TAGGGAGACCAACTTTAGATACCAACTCTCTAATAGAGGTGAAGCCCACCAATACAATG 
GGTCCCACACTCTATTAGAGAGTTGACACACAAATTGGTATCTAAAATTGTTCTCCCTA 
GCATTTTCCATTTGAGAAAGGAATAGTCAAACAAAAACGCTCCTCGCTAAGCTATATAT 
 
ACACATCCCCACGAAACCCAATCCACAGATCC 
 
 
B) 
Promotor PCOR15B (5’ – 3’) 
AGCTTTAAATAATGAGTAATTATAAGTAACATCGCCGTCTAGAGTCTTTCAACGGTGAA 
        
AGGATGAGAGCATATGGGAGATCGATAGCCTTGTCTCTTTTGTGACGAACCAATAAAAG 
 
AGGAACTGCTTTTTTTCTTCGCATGTCCACTATTTACTGTTTGGTATGACATCGAATTG 
GTATGATACATTGTTGTACCAAAAACTTCAAAATTTGGTGGCTTGTAATCAACATTGAT 
CCACTTAGCCATTCCAAGCAGTGAATTACAATCCGTGGAAGGAAAAATTATGGTCCGGC 
ACCAACAAATTATCACCTCATCTCCCGTCACAAACATATCATCTAGAAGTCGGTATGCC 
MYBRS ABRE 
MYBRS 
MYBRS DRE ABRE 
MYCRS TATA BOX 
MYBRS 
MYCRS 
DRE 
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ACACCACATAATTAAGGAGCACATTACTCACATACCCAACCAATGTGGGACATATCTAA 
TAAGCTCATTCTTGGCTGGTACATGCTCTATTTCATATTTATCAAAAAAAAAAATATTA 
GGCATTGTAAATAGCGTTTTTGCTGTTGAGCAAAATAGTTATATTTGAAAGTAACATTG 
 
GTATTTATAATTATAGTATAACAATTAGGCATTGAAGTGTGAGTTTTTGTTTTTGTTTA 
TTTAACATTGGAGTATTAGGTTCTTAGAAATATATCTATATACTATTAGTAGTTTAACT 
ACAGTTTGTACTTAATTGAAAAAATGTTAAAAGTTGTTTTAACCTAGCTAATTGCTAAA 
AATGACTAAATAGACATACACAAAGACTTGTACATTTTCAGCTTAACGACTAATACATT 
TTTCCTTTATATATATATCTCTATCGAGTCTAGTTATTAATGTTGAAAGTTGCAAATAA 
AACAGAAATGCTAACATGTAAATATCGTAGCCAAAAATGCTAACATGTGTATAACGGTT 
 
ATAACCACAACTTGATGGCCGACCTCTTTTTTCTTTTGGTAACCATAGAAATGGTTACA 
 
CGTAACTAGTACGAACCAACGAAAACTCTTCTTATTCGATAGTTAAAGATAATAGCAAT 
GCGCAAAAATATCTAGCACTCACACGTGTAGTTTTGGATTCTCATTGGTCGAGAGATC 
 
TATAAAACGATACTATTGGAGGTTAGATTTTTCTCATCTCACTTTCTCCATCTTAAAC 
 
TCTTTCTTGTATTTATTTTCCTCCCAAAAAACATCTTTAAGAGTCCGGATCTCCC 
Figura 15. Representações das sequências nucleotídicas dos promotores Ppbec1 (A) e PCor15B (B) com 
os elementos de DNA cis-atuantes. As regiões sublinhadas são os elementos de DNA cis-atuantes em 
resposta a estresses abióticos. A região referente ao TATA box está também destacada. 
 
 
5.3. Confirmação da Integridade dos Cassetes Gênicos no Vetor Plasmidial 
pUC57 
Os plasmídeos pUC57 contendo os cassetes PCOR15B-IRIP1-Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos 
enviados pela empresa GenScript, como citado no item 4.3.1, foram utilizados para a 
transformação genética de células termocompetentes de E. coli OmniMax 2 para clonagem. 
Diversas colônias selecionadas com o antibiótico ampicilina, específico para pUC57, foram 
MYBRS 
MYCRS MYBRS/ MYBRS 
 
MYBRS DRE ABRE MYBRS 
ABRE/MYCRS 
TATA BOX 
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obtidas. Posteriormente, 5 colônias de pUC57-PCOR15B-IRIP1-Tnos e 2 colônias de pUC57-Ppbec1-
AnAFP-Tnos foram inoculadas para a preparação de plasmídeo pelo método de lise alcalina e 
posteriores reações de hidrólise com a enzima BamHI. É possível visualizar, de acordo com as 
Figuras 16 e 17, padrões de fragmentos de DNA hidrolisados (2,9 e 1,4 kb) semelhantes aos 
padrões de bandas teóricos do vetor pUC57 contendo os cassetes gênico de interesse e 
hidrolisados in silico com a enzima BamHI. 
 
 
 
 
 
 
 
A) 
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Figura 16. Fragmentos de DNA de pUC57- Ppbec1-AnAFP-Tnos hidrolisadas com a enzima BamHI. 
Imagem (A): Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % de amostras de DNA plasmidial pUC57-Ppbec1-
AnAFP-Tnos hidrolisadas com a enzima de restrição BamHI (2 e 4) e não hidrolisadas (1 e 3). 
Imagem (B): Padrões de bandas teóricos do vetor plasmidial pUC57-Ppbec1-AnAFP-Tnos 
hidrolisado in silico com a enzima BamHI utilizando-se a ferramenta Serial Cloner 2.6.1. As flechas 
em cor laranja (Imagem A) referem-se aos tamanhos de fragmentos de DNA esperados (2,9 e 1,4 kb). 
Conforme indicado na Imagem B, os fragmentos esperados deveriam ser de 2.954 e 1.416 pb (bp na 
Figura). MM, Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
 
 
 
 
 
 
A) 
B) 
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Figura 17.  Fragmentos de DNA de pUC57- PCOR15B-IRIP1-Tnos hidrolisadas com a enzima BamHI. 
Imagem (A): Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % de amostras de DNA plasmidial pUC57- 
PCOR15B-IRIP1-Tnos hidrolisadas com a enzima de restrição BamHI (1C-5C) e não hidrolisadas 
(1NC-5NC). Imagem (B): Padrões de bandas teóricos do vetor plasmidial pUC57-PCOR15B-IRIP1-
Tnos hidrolisados in silico com a enzima BamHI utilizando a ferramenta Serial Cloner 2.6.1. As 
flechas em cor laranja (Imagem A) referem-se aos tamanhos de fragmentos de DNA esperados (4.5 e 
0.2 kb). Conforme indicado na Imagem B, os fragmentos esperados deveriam ser de 4.555 pb e 256 pb 
(bp na Figura). MM: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) 
 
 
A confirmação da integridade dos cassetes gênicos foi realizada por sequenciamento de 
DNA utilizando os primers específicos indicados na Tabela 2. Na Figura 18 estão demonstradas 
as regiões cobertas pelos sequenciamentos de DNA. Os alinhamentos utilizando a ferramenta 
BLAST permitiram demonstrar, para ambos os cassetes gênicos, um alto grau de identidade 
(92-99%) comparando-se com as sequências originais, confirmando integridade dos cassetes 
gênicos no vetor pUC57 (dados não mostrados). Houve uma exceção referente à região de 
pUC57-Ppbec1-AnAFP-Tnos sequenciada utilizando-se o primer reverse AnAFP-259/241 
(identidade de 81%). O grau de identidade inferior atribuído à sequência amplificada com o 
primer reverse AnAFP-259/241 pode ser devido ao anelamento do primer em outras regiões 
internas da sequência de AnAFP.  
 
 
 
B) 
52 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 Ppbec1-AnAFP-Tnos 
1 bp 1660 bp 830 bp 
Sentido Forward 
Sentido Reverse 
5’ 3’ 
Produto sequenciado com o primer PPBEC1-Forward 
Produto sequenciado com o primer TNOS 30/48-Forward 
Produto sequenciado com o primer PPBEC1-234/209-Reverse 
Produto sequenciado com o primer AnAFP-380/399-Forward 
Produto sequenciado com o primer TNOS-Reverse  
Produto sequenciado com o primer AnAFP-380/399-Forward 
A) 
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Figura 18. Representação da cobertura dos dados dos sequenciamentos de DNA ao longo dos 
cassetes gênicos Ppbec1-AnAFP-Tnos (A) e PCOR15B-IRIP1-Tnos (B). As barras acima e abaixo das 
representações esquemáticas dos cassetes gênicos representam as regiões sequenciadas nos sentidos 
Forward e Reverse, respectivamente. É possível observar que as regiões sequenciadas foram capazes de 
cobrir por inteiro ambos os cassetes gênicos em pelo menos uma orientação e quase que por completo 
na orientação contrária. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
             
     
                     
 
 
 
 
 
 
 PCOR15B-IRIP1-Tnos 
1 bp 2101 bp 1050 bp 
Sentido Forward 
Sentido Reverse 
5’ 3’ 
Produto sequenciado com o primer PCOR15B-Forward 
Produto sequenciado com o primer TNOS 30/48-Forward 
Produto sequenciado com o primer PCOR15B-245/224-Reverse 
Produto sequenciado com o primer IRIP1-229/213-Reverse 
Produto sequenciado com o primer TNOS-Reverse  
Produto sequenciado com o primer PCOR15B-933/954-Forward 
Produto sequenciado com o primer IRIP1-446/469-Forward 
B) 
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5.4. Isolamento dos Cassetes Gênicos do Vetor pUC57 e Ligação nos Vetores 
Binários pCAMBIA1300 e pCAMBIA2300 
Os cassetes gênicos PCOR15B-IRIP1-Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos foram isolados do vetor pUC57 
via reação de hidrólise utilizando as enzimas de restrição HindIII e combinação entre HindIII e 
EcoRI. Os fragmentos correspondentes foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose e 
purificados. Como indicado na Figura 19, apenas bandas de fragmentos de DNA com tamanhos 
de 2,1 e 1,6 kb foram visualizadas nas amostras AM5 e AM6, respectivamente. Portanto, como 
os cassetes gênicos continham exatamente estes tamanhos, foi confirmado o êxito nas reações 
de clivagem e purificação de PCOR15B-IRIP1-Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos. Em paralelo, os vetores 
pCAMBIA1300 e pCAMBIA2300 foram hidrolisados com as mesmas enzimas citadas acima. 
As extremidades dos vetores foram desfosforiladas com a enzima fosfatase alcalina de forma a 
impedir a religação dos mesmos. Os fragmentos de DNA correspondentes aos tamanhos dos 
dois vetores binários linearizados, conforme visualizados nas amostras AM1-AM4 da Figura 
19, demonstraram a integridade destes. 
 
  
kb 
 
12 
 
5 
3 
 
2 
1,65 
 
1 
0,85 
Figura 19. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % de pCAMBIA1300 (AM1 e AM2) e 
pCAMBIA2300 (AM3 e AM4) e cassetes gênicos Ppbec1-AnAFP-Tnos (AM5) e PCOR15B-IRIP1-Tnos 
(AM6) purificados de pUC57 (GenScript). As amostras foram hidrolisadas pela enzima HindIII 
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(AM1, AM3 e AM5) ou com a combinação de HindIII e EcoRI (AM2, AM4 e AM6). MM, marcador 1 
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).  As setas em cor laranja apontam para os fragmentos de 2,1 e 1,6 kb 
relativos aos cassetes gênicos PCOR15B-IRIP1-Tnos e Ppbec1-AnAFP-Tnos, respectivamente. 
 
 
Os cassetes gênicos Ppbec1-AnAFP-Tnos e PCOR15B-IRIP1-Tnos purificados de gel foram 
ligados aos vetores pCAMBIA utilizando a enzima T4-DNA Ligase. Os produtos das reações 
de ligações foram utilizados para a transformação genética de células termocompetentes de E. 
coli OmniMax 2. Foram obtidas diversas colônias selecionados com o antibiótico canamicina, 
marca de seleção em bactérias específica para os plasmídeos pCAMBIA1300 e 
pCAMBIA2300. Posteriormente, seis colônias de cada linhagem transformada foram 
inoculadas em meio L-B para a preparação de plasmídeos pelo método de lise alcalina e 
posterior reações de hidrólise com a enzima HindIII e a combinação entre as enzimas HindIII 
e EcoRI. Foi possível visualizar, de acordo com a Figura 20, duas colônias (Imagem A: AM2 e 
AM6) e uma colônia (Imagem B: AM4) com fragmentos de DNA com tamanhos relativos ao 
cassete gênico PCOR15B-IRIP1-Tnos (2,1 kb). Ainda de acordo com a Figura 20, foi possível 
visualizar (Imagem A e Imagem B) fragmentos de DNA com tamanhos relativos ao cassete 
gênico Ppbec1-AnAFP-Tnos (1,6 kb) em todas as colônias preparadas (AM7-AM12). 
 
 
 
A) 
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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % de amostras de pCAMBIA1300-PCOR15B-IRIP1-
Tnos (Imagem A: AM1 a AM6) , pCAMBIA1300-Ppbec1-AnAFP-Tnos (Imagem A: AM7 a AM12), 
pCAMBIA2300-PCOR15B-IRIP1-Tnos (Imagem B: AM1 a AM6) e pCAMBIA2300-Ppbec1-AnAFP-Tnos 
(Imagem B: AM7 a AM12).  As amostras foram hidrolisadas pela enzima HindIII (AM1-AM6) ou com 
a combinação de HindIII e EcoRI (AM7-AM12). MM: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
As setas em laranja indicam bandas de DNA referentes aos cassetes gênicos Ppbec1-AnAFP-Tnos (1,6 kb) 
e PCOR15B-IRIP1-Tnos (2,1 kb). As setas em amarelo indicam os plasmídeos recombinantes positivos 
selecionados e cujas sequências foram confirmadas por sequenciamento de DNA. 
 
 
Para a confirmação da ligação dos cassetes gênicos aos vetores pCAMBIA, as amostras 
pCAMBIA1300-PCOR15B-IRIP1-Tnos (Figura 21: AM6 na Imagem A), pCAMBIA1300-Ppbec1-
AnAFP-Tnos (Figura 21: AM9 na Imagem A), pCAMBIA2300-PCOR15B-IRIP1-Tnos (Figura 21: 
AM4 na Imagem B) e pCAMBIA2300-Ppbec1-AnAFP-Tnos (Figura 21: AM7 na Imagem B) 
foram sequenciadas nas extremidades 5’ e 3’ com o uso dos primers M13 (-21) Forward e M13 
Reverse (Tabela 2). Todas as amostras sequenciadas com o primer M13 Reverse apresentaram 
alto grau de identidade (97-98%) quando alinhadas com as sequências originais (resultados não 
apresentados). Entretanto, possivelmente devido à contaminação ou degradação do primer, 
todas as amostras sequenciadas com M13 (-21) Forward não apresentaram resultados 
inteligíveis (dados não mostrados). Apesar disto, devido à visualização das bandas de DNA 
com tamanhos relativos aos cassetes gênicos em gel de agarose após eletroforese e o alto grau 
de identidade obtido nas amostras sequenciadas com o primer M13 Reverse, concluiu-se que 
B) 
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os cassetes gênicos foram inseridos com sucesso nos vetores pCAMBIA1300 e 
pCAMBIA2300. 
 
5.5. Transformação Genética de A. tumefaciens EHA105 com os Plasmídeos 
Binários pCAMBIA1300 e pCAMBIA2300 Contendo os Cassetes Gênicos 
As transformações dos plasmídeos binários pCAMBIA1300 e pCAMBIA2300 contendo os 
cassetes gênicos em células de A. tumefaciens EHA105 foram realizadas por choque térmico e 
resultaram em diversas colônias selecionadas com o antibiótico canamicina. Além destas, foram 
obtidas também colônias selecionadas com o antibiótico canamicina para A. tumefaciens 
EHA105::pCAMBIA2301 para emprego como controle positivo de transformação. Uma única 
colônia de cada linhagem transformada foi selecionada para as posteriores etapas de 
transformação genética de plantas.  
 
5.6. Cultivo e Transformação Genética de Plantas de A. thaliana col-0 com 
Linhagens de A. tumefaciens EHA105 
As plantas de A. thaliana col-0 foram transformadas geneticamente pelo método de floral-
Dip em suspensões de células de A. tumefaciens EHA105::pCAMBIA2300- Ppbec1-AnAFP-Tnos, 
A. tumefaciens EHA105::pCAMBIA2300-PCOR15B-IRIP1-Tnos e A. tumefaciens 
EHA105::pCAMBIA2301 conforme descrito no item 4.5. Na Figura 21 estão exibidas as 
plantas de A. thaliana dois dias após o processo de transformação. Aproximadamente, foram 
transformadas 45 plantas para cada construção gênica. As sementes foram coletadas e, no atual 
estado, estão em processo de seleção com o antibiótico canamicina. 
 
 
Figura 21 Plantas de A. thaliana col-0 2 dias após a transformação genética pelo método de floral-
Dip com suspensões de células de A. tumefaciens EHA105 contendo pCAMBIA2301, 
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pCAMBIA2300- Ppbec1-AnAFP-Tnos ou pCAMBIA2300-PCOR15B-IRIP1-Tnos. Sementes destas plantas 
foram coletadas e encontram-se sob seleção em meio com canamicina para identificação de linhagens 
transgênicas T1. 
 
 
5.7. Cultivo e Transformação Genética de Plantas de N. tabacum White 
Mammoth com Linhagens de A. tumefaciens EHA105 
A transformação genética de segmentos foliares de N. tabacum White Mammoth foi 
realizada conforme descrito no item 4.6. Segundo BRASILEIRO et al. (1998), os primeiros 
brotos resistentes ao agente de seleção deveriam surgir 3 ou 4 semanas após o cocultivo com as 
agrobactérias. Entretanto, durante este período, não foram visualizadas quaisquer formações de 
brotos e as únicas alterações observadas nos discos foliares foram a expansão de seus tamanhos, 
possivelmente devido à hidratação e aos reguladores de crescimento do meio MS, com a 
formação de tecidos vegetais amorfos e vitrificados. Para manter a eficiência dos reguladores 
de crescimento e a pressão seletiva dos antibióticos, os tecidos foram transferidos para novos 
meios de seleção e regeneração após um mês de cultivo. 
Somente após 9 semanas em processo de regeneração e seleção, um broto referente à 
construção gênica pCAMBIA2300-Ppbec1-AnAFP-Tnos e um broto referente à construção gênica 
pCAMBIA2301 resistentes ao agente de seleção começaram a surgir. Os brotos foram 
transferidos para frascos individuais contendo meio de enraizamento sem os reguladores de 
crescimento NAA e BAP, como citado no item 4.6.3. De um total de 300 segmentos foliares 
(100 para cada construção gênica), apenas 2 brotos foram recuperados. Destes 300 segmentos, 
aproximadamente 60 segmentos foram descartados por contaminação com traços de A. 
tumefaciens. Deste modo, o processo de transformação genética de discos foliares de N. 
tabacum foi pouco eficiente e, sendo assim, deverá ser repetida e otimizada visando-se uma 
eficiência maior. Na Figura 22 está esquematizado o processo de regeneração dos segmentos 
foliares em plantas de N. tabacum. As duas plantas regeneradas podem ser visualizadas na 
Figura 23. 
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Figura 22. Esquematização do processo de seleção de brotos a partir de segmentos foliares de 
plantas de N. tabacum White Mammoth durante 1, 9 e 12 semanas após o cocultivo com 
suspensões de células de A. tumefaciens EHA105 contendo pCAMBIA2300-PCOR15B-IRIP1-Tnos, 
pCAMBIA2301 e pCAMBIA2300- Ppbec1-AnAFP-Tnos. Apenas 2 plantas foram regeneradas e 
analisadas como resultado do experimento. 
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Figura 23. Plantas de N. tabacum White Mammoth transformadas com A. tumefaciens EHA105 
armadas com os plasmídeos pCAMBIA2301 e pCAMBIA2300- Ppbec1-AnAFP-Tnos após 12 
semanas de cocultivo. 
 
 
5.8. Análise de Plantas de N. tabacum White Mammoth Transformadas Geneticamente 
Extrações de DNA foram realizadas pelo método de DOYLE & DOYLE (1987) com o uso 
de folhas jovens das duas plantas regeneradas de N. tabacum White Mammoth transformadas 
com pCAMBIA2301 e pCAMBIA2300-Ppbec1-AnAFP-Tnos demonstradas na Figura 23. 
Eletroforese em gel de agarose foi realizada para averiguar a integridade do DNA extraído. De 
acordo com a Figura 24, a amostra 1 (AM1) é referente ao DNA extraído de N. tabacum 
pCAMBIA2300-Ppbec1-AnAFP-Tnos e a amostra 2 (AM2) é referente ao DNA extraído de N. 
tabacum pCAMBIA2301. A integridade do DNA de ambas as amostras e o sucesso na etapa 
de extração foi, assim, confirmado. 
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Figura 24. Imagem do gel de agarose submetido à eletroforese com amostras de DNA extraídas de 
folhas de N. tabacum White Mammoth geneticamente transformadas. A presença das bandas de 
ácidos nucleicos demonstrou que as extrações foram realizadas com sucesso. AM1, Amostra de DNA 
extraída de N. tabacum transformadas com pCAMBIA2300-Ppbec1-AnAFP-Tnos; AM2, Amostra de DNA 
extraída de N. tabacum transformadas com pCAMBIA2301; MM: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder 
(Invitrogen). 
 
 
A confirmação da presença de Ppbec1-AnAFP-Tnos e T-DNA do vetor pCAMBIA2301 
nos genomas de N. tabacum White Mammoth foi realizada por PCR. Nas reações, foram 
utilizados os primers M13 (-21) Forward e M13 Reverse, específicos para a região do MCS do 
T-DNA dos vetores pCAMBIA2300 e PCAMBIA2301. De acordo com a Figura 25, foi 
possível observar na amostra 1 (AM1) um fragmento amplificado com o exato tamanho do 
cassete gênico Ppbec1-AnAFP-Tnos (1,65 kb). De forma análoga, também foi possível observar, 
na amostra 2 (AM2), um fragmento amplificado com o tamanho esperado (0,1 kb) referente a 
referente a região do MCS do vetor pCAMBIA2301 (Figura 25). Não houve qualquer 
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amplificação no controle negativo. Este resultado confirma que as plantas regeneradas são 
positivas e, portanto, transgênicas para os cassetes gênicos empregados nas transformações. 
 
 
Figura 25. Imagem do resultado da eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR com vistas 
a confirmar a presença de Ppbec1-AnAFP-Tnos e GUSA nos genomas de N. tabacum White 
Mammoth transformadas. Os primers específicos M13 (-21) Forward e M13 Reverse permitiram à 
amplificação dos fragmentos esperados de 1,65 kb (Ppbec1-AnAFP-Tnos) e 0,1 kb (região do MCS) nas 
amostras 1 e 2, respectivamente. AM1, amostra de DNA extraída de N. tabacum transformada com 
pCAMBIA2300-Ppbec1-AnAFP-Tnos; C+, controle positivo, ou seja, plasmídeo pCAMBIA2300- Ppbec1-
AnAFP-Tnos; MM, Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); AM2, amostra de DNA extraída de 
N. tabacum transformada com pCAMBIA2301; C-, Controle negativo, ou seja, a mistura de reação sem 
DNA. 
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6. PERSPECTIVAS E CONSIDERAÇÕES FINAIS 
As geadas e baixas temperaturas estão entre os principais fatores limitantes para o plantio 
comercial de espécies de Eucalyptus comerciais no mundo inteiro. Deste modo, devido à 
ausência da tolerância nestas condições e levando-se em conta todos os danos que estes 
estresses causam em plantas do gênero Eucalyptus, há uma enorme necessidade do 
desenvolvimento de linhagens de Eucalyptus com potenciais genes que possam conferir 
tolerância ao frio e/ou ao congelamento. O efeito de AnAFP e IRIP1, descritas por DENG et al. 
(2014) e CHEW et al. (2012), ressaltam o potencial destes genes em conferir a tolerância 
pretendida em plantas. Sendo assim, a expressão dos genes AnAFP e IRIP1 em Eucalyptus é 
uma abordagem promissora e que pode vir a superar os danos causados por geadas e baixas 
temperaturas em plantas deste gênero. 
Plantas-modelo de N. tabacum serão novamente transformadas e avaliadas quanto à 
efetividade das proteínas AnAFP e IRIP1 em conferir tolerância ao frio e/ou ao congelamento. 
As etapas de seleção de plantas transgênicas de A. thaliana a partir das sementes T1 obtidas 
também serão realizadas. Dentre os objetivos propostos, pretende-se cumprir ainda aqueles que 
não foram realizados e que estão citados no item 3.1, ou seja: 
1. Transformar plantas de E. globulus x E. urophylla com A. tumefaciens contendo T-
DNAs dos plasmídeos binários construídos. 
2. Realizar análises moleculares para avaliar o estado transgênico das plantas de N. 
tabacum, A. thaliana e E. globulus x E. urophylla via PCR.  
3. Realizar análises moleculares para avaliar o número de cópias integradas nos genomas 
das plantas via AFLP.  
4. Analisar a expressão dos cassetes gênicos por RT-qPCR nas plantas transgênicas. 
5. Detectar os peptídeos recombinantes referentes às sequências codificadoras de proteínas 
“anticongelantes” por Western blot em plantas transgênicas. 
6. Realizar ensaios de tolerância ao frio com as plantas transgênicas. 
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